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Peptidos como portadores penetrantes de c6lulas 

Esta invencion esta relacionada cx>n los campos de la medicina, la 
investigacion, el diagndsticx), y la cosm6tica, y especlficamente con nuevos 
5 peptidos como portadores penetrantes de c^lulas para la administracidn de 
compuestos a las celulas. 

ESTADO DE LA TfeCNlCA ANTERIOR 

10 La pobre penneabilidad de la membrana celular a agentes extemos es una 
limitacidn signlficativa en Investigaci6n y particulamnente en mediclna en el 
desanx)llo de muchos fannacos. La eficiente intemalizaci6n celular de muchos 
agentes qufmicos es todavfa un reto. 

15 La investlgacidn en este campo ha tornado varias aproximaciones. Una 
primera aproximaci6n conlleva el uso de promotores de penetracion como 
agentes quelatadores, tensioactivos y no tensloactlvos, sales biliares y ^cidos 
grasos, que tienen buenos efectos en la penetraci6n pero tambiSn problemas 
de seguridad. Una segunda aproximacion conlleva el uso de tecnologfas 

20 basadas en los liposomas, los vectores virales y la microinyeccidn, pero 
todavfa tienen poco ^xlto. 

La capacidad de ciertos peptides para atravesar membranas celulares es de 
Interns en este campo. Recientemente, este interns ha conducldo a un rdpido 

25 des.arrollo de peptidos portadores para la adminlstraci6n de fdrmacos 

antitumorales, antivirales o antibI6ticos, que de otra manera serfan incapaces 
de atravesar la membrana celular y alcanzar su diana terap6utica. El uso de 
peptidos portadores tiene la ventaja de permitir una sfntesis accesible y una 
elevada flexibllidad para la modlficacl6n cuando se unen peptides o mol6culas 

30 pequefias de fSmiaco como cargas. Se ha demostrado la capacidad de una 
gran varledad de peptides cortos para actuar como portadores para la 
administraci6n de otros peptidos. protefnas u oligonucledtidos dentro de la 
celula. Los ejemplos mSs destacados son la calcitonina humana (hCT). los 
fragmentos de domlnlos de transducci6n de protefnas como el VP22 (cfr. S.R. 

35 Schwarze et al., "Protein transduction: unrestricted delivery Into all cells?". 
Trend in Cell Biol, 2000, voL 10, pp. 290-5), el transactivador VIH de 
transcripci6n, tambi^n conocido como "Tat" (cfr. M. Silhol et al., "Different 



2 



mechanisms for cellular internalization of the HI V-1 Tat-derived cell 
penetrating peptide and recombinant proteins fused to Tat", Eur J, Biochem. 
2002, vol. 269t pp. 494-501) o la Antennapedia, tambien conocida como 
"Antp" (cfr. D.J. Dunican et. al., "Designing cell-permeant phosphopeptldes to 
5 modulate intracellular signaling pathways", Biopolvmers Pept. Sci. 2001 , vol. 
60, pp. 45-60). peptides ricos en arglnina (cfr. J.B. Rothbard et al., 
"Arginine-rich molecular transporters for drug delivery: role of backbone 
spacing In cellular uptake", J. Med, Chem. 2002, vol. 45, pp. 3612-18; N. EmI - 
et al., "Gene transfer mediated by polyarginine requires a fomnation of big 

10 cianler-complex of DNA aggregate", Biochem. and Biophvs. Res. Commun. 
1997, vol 231, pp. 421-4), p-p§ptidos, peptoides y ioligdmeros (peptides 
ramificados ricos en Lys). Se ha demostrado que todos estos peptides 
penetrantes de c^lulas son valiosos en la administraclon de cargas 
blol6gicanriente activas al citoplasma y al nOcleo. Sin embargo, el principal 

15 incovenlente de estos peptides es que son citotdxicos a concentraclones 
moderadas y elevadas. Adem^s, el manejo en el laboratorio asociado al uso 
de estos peptides es dificil. 

Hace varios anos se sintetizaron peptides de formula general 
20 (Val-His-Leu-Pro-Pro-Pn>)x , (utilizando c6digos de amlno^cido de tres letras) 

con X = 2-8 utilizando una aproximacidn convergente en fase solida (cfr. I. 

Dalcol et al., "Convergent solid phase peptide synthesis: an efficient approach 

to the synthesis of highly repetitive domains", J. Org. Chem. 1995, vol. 60, pp. 

7575-81 ). Pero no se ha descrito la capacidad de estos peptides para fomiar 
25 compiejos con f^rmacos u otros compuestos y para actuar como portadores 

capaces de translocar estos compuestos. 



EXPLICACI6N DE LA INVENCICN 



30 Los Inventores proporclonan una nueva famllla de peptides que tienen la 
capacidad de atravesar las membranas celulares y, por lo tanto, de actuar 
como portadores penetrantes de c^lulas de famiacos y/o otras mol^culas. En 
particular, estos peptides tienen una elevada eficiencia de penetracidn y no 
tienen efeotos citot6xicos a concentraclones elevadas. 



Asf, un aspecto de la presente invencidn estd relaclonado con compuestos 
de fdrmula (I) o sus sales farmaceutica o biologicamente aceptables, donde 
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Val es L-Val o D-Val; Arg es L-Arg, D-Arg o L-(N-metil)Arg; Pro es L-Pro o 
D-Pro; Leu es L-Leu o D-Leu; x es un entero del 1 al 20; Li y L2 son 
conectores quimicos, que son iddnticos o diferentes, presentes o ausentes; 
Ml y M2 son grupos famnac^utica y/o bioI6gicamente activos, que son 
5 id^nticos o diferentes, presentes o ausentes; y el enlace entre Li y Mi y el 
enlace entre L2 y M2 son de cualquiera de las naturalezas quimicas 
conocidas, Incluyendo covalente e idnica. 

Mi-Li-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro),rL2-M2 
10 (I) 

La N-metilaci6n en (N-metil)Aiig ocurre en el grupo amino del esqueleto del 
aminoScido Arg, no en el grupo amino de la cadena lateral. Los aminodcidos 
que componen la secuencia peptldica pueden tener configuraci6n L o D. La 
15 sfntesis con aminodcidos de configuracl6n D es mSs cara pero es Citll para 
evitar la degradacion del p^ptido por proteasas. La inclusi6n de al menos un 
aminoacido D en la secuencia peptldica es suficiente para conseguir la 
resistencla a las proteasas y, consiguientemente, para hacer a los peptides 
utilizables en apllcaclones mSdtcas. 

20 

Los compuestos de la invenctdn pueden sintetizarse utilizando p.ej. las 
t^cnicas de sfntesis en fase s6lida, en fase Ifquida, o combinadas, como es 

■ 

conoddo para un experto en la materia. Altemativamente, los peptides 
pueden sintetizarse a partir de un dcido nucleico que codifique para el 
25 peptide. Este ^cido nucleico puede introducirse en un sistema celular y 
expresarse para produclr cantidades a gran escala del peptide. 

Los compuestos segCin la presente invenci6n representados por la formula (I) 
tambi^n pueden obtenerse por m^todos conocldos en forma de sus sales 

30 farmac^utica y/o bioI6gicam*ente aceptables, como la sal s6dlca, la sal 
pot^sica, la sal calcica, la sal magn^slca y sales de adici6n con dcidos. * 
Ejemplos de las Ciltimas sales Induyen las sales de acidos inorgdnicos (p.ej. 
dcido cioriii'drico, ^cido sulfurico y acido fosfdrico) y de Acidos organlcos (p.ej. 
dcido ac^tico, dcido propl6nico, Scido cftrico, dicido tart^rico, acido m^lico y 

35 acido metanosulfonico). 



Los conectores qufmicos incluidos en la formula (I) pueden ser cadenas 



ali^ticas (p.ej. aminoScidos y polietilengllcol) o cadenas aromaticas. En una 
realizaci6n particular de ia invencidn los conectores se seleccionan 
independientemente de secuencias de peptides de hasta 10 residues de 
aminodcidos. Se puede inciuir en la formula (I) una gran gama de grupos que 
5 tienen acitividad farmacSutica y/o bioldgica. Los grupos pueden ser principios 
activos famiac^uticos, dcidos nudeicos (p.ej. oligonucle6tidos, ADN de 
cadena doble, ADN de cadena simple, ADN circular, ARN y ARN de 
interferencia de sefial - "signal interfering", siRNA -), Scldos nudeicos 
peptfdicos ("PNAs"), nanopartlculas, anticuerpos y marcadores o sondas 

10 ambos radioactivos y fluorescentes (p.ej. carboxifluorescefna y derivados, 
amariilo lucifer, rodamina y rojo texas). Los grupos tambidn pueden ser 
peptides, protelnas, carbohidratos, Ifpidos o esteroles. Ejemplos de prindpios 
activos famiaceuticos son la dopamine, la doxorubicina, la daunomicina, el 
paciitaxel y peptides y protelnas terapeuticas. Una composicion para la 

15 adminlstraddn en c^lulas puede comprender m^s de un tipo de mol^cula, por 
ejempio, dos secuencias de ADN diferentes. 

Es bien conocido para aquellos expertos en la materia el c6mo unir 
quimicamente un peptide a un gmpo y/o a un conector. Asl, el enlace entre Li 
20 y Ml y el enlace entre L2 y M2 puede ser de cualquiera de las naturalezas 
qufmicas conocidas, dependiendo de la naturaleza de Li, L2, Mi, M2 y de la 
naturaleza del peptide, induyendo los enlaces covalente e i6nico. Es 
Importante que el enlace qufmico seleccionado mantenga la actividad del 
correspondiente grupo. 

25 

En una realizaci6n de la invenddn, el parametro x de la formula (1) es del 1 al 
10, m&s especfficamente del 1 al 3, y preferiblemente 3. En otra realizacidn, 
Li, L2t Ml y M2 estdn todos ausentes y, consecuentemente, el compuesto de 
formula (I) es (Val-Arg*Leu-Pro-Pro*Pro)x , donde x es preferiblemente 3. En 
30 una realizacion particular, los compuestos tienen una secuencia seleccionada 
del grupo fomiado por SEQ ID NO: 1-6. 

Otro aspecto de la invencion se relaciona con el use de los peptides de la 
presente invencion como portadores penetrantes de celulas. Comparados 
35 con otros peptides portadores descritos previamente, los pSptidos de la 

presente invenddn tienen muchas ventajas, Induyendo su origen no viral, su 
caracter anfipStico, su solubilidad en agua y la absencia de un efecto 
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citotdxico a concentradones elevadas (mds de 1000 ^M). Otros peptides 
como Antp o Tat son citotdxicos a concentradones de 50 ^M. 

El t6rmino "portador^ ("earner") significa aquf cualquier sustancia utilizada 
5 para soportar o transportar otra sustancia. En esta invencion, la 

5(6)-carboxifluoresce(na se utiliza como grupo para ilustrar el potencial de los 
nuevos p^ptidos para actuar como portadores penetrantes de c^lulas. En el 
ejempio especffico incluido. la 5(6)-carboxifluorescefna se admlnlstra a la 
linea celular humana HeLa. Sin embargo, los peptides de la tnvenci6n son 

10 Otiles para otros Upos de cSlulas eucariotas y tambiSn para celulas 

procariotas. En una aplicaci6n particular, ios portadores penetrantes de 
celulas de la invencldn son utilizables para actuar como agentes de 
transfeccidn. El t^rmino "transfeccion" significa aquf el proceso de inserter 
ADN extraFio en un cultivo de cdlulas eucariotas exponiendolas a ADN 

15 desnudo (an^logo a la transformacidn en celulas procariotas). 

Otro aspecto de la invencidn se refiere a composiciones farmac^uticas que 
comprenden una cantidad terap§uticamente efectiva de uh compuesto de la 
invendon, Junto con cantidades apropiadas de excipientes farmac^uticos. Y 

20 de la misma manera, la invencidn propordona composiciones cosm6ticas que 
comprenden una cantidad cosmSticamente efectiva de un compuesto de la 
invencl6n, Junto con cantidades apropiadas de excipientes cosm6ticos. La 
invencidn conlleva el uso de un solo peptide o una mezcla. El experto en la 
materia escogerd las vfas de administraci6n apropiadas para estas 

25 composiciones, porejempio oral, parenteral, nasal o t6pica. 

A lo largo de la descrlpci6n y las reivindicadones la paiabra ''comprende" y 
sus variantes no pratenden excluir otras caracteristicas tdcnicas, aditivos, 
componentes o pesos. El resumen de esta solicitud se incorpora aqu[ como 
30 referenda. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y 

caracteristicas de la Invencidn se desprender&n en parte de la descripddn y 
en parte de la prdctica de la Invenddn. Las siguientes realizadones 
particuiares, los dibujos y la lista de secuencias se proporcionan a rnodo de 
ilustracl6n, y no se pretende que seen llmltativos de la presente Invencidn. 



■ 
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DESCRIPCI6N DE LOS DIBUJOS 

La FIG. 1. muestra un esquema de la sintesis y la reacclon de 
carboxifluoresceinadon en soporte solido (resina = resina 2-clorotritilo); a) 
5 5(6)-carboxifIuoresceIna (5 eq), PyAOP (5 eq), HOAt (5 eq). DIEA (10 eq), 
DMF. 1 h 30 min. ta., b) 95% TFA. 2.5% TIS, 2.5% agua (1 5 min-1 h 30 min). 
R significa "resina". 

La FIG. 2. muestra los resultados del experimento en un lector de 
10 fluorescencia con microplacas. F significa "emlsl6n de fluorescencia" en 
unidades de fluorescencia. La FIG. 2A representa la fluorescencia emitlda 
despues de incubar c^lulas HeLa durante 3h con 

CF-(Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro)n con X = Arg e His y n = 1-3 a una concentraci6n 
50 \xM. La FIG. 2B es una representaci6n comparativa de fluorescencia 
15 emitida obtenida despues de incubar c^lulas HeLa durante 1 h a 37 ®C con 
varies peptides carboxifluoresceinados a diferentes concentraciones en un 
rango de 5 |xM a 50 fxM. 

La FIG. 3 muestra los resultados del experimento de vlabllidad y proliferaci6n 
20 de HeLa. CV signlflca "vlabllidad celular en %. En la FIG. 3A la vlabllidad 
celuiar fue cuantificada por tratamiento con MTT. despues de incubar las 
c6lulas HeLa curante 24h con el p6ptido CF-(Va!-AiTg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 a 
altas concentraciones que variaban de 50 a 1000 ^M. En la FIG. 3B la 
vlabllidad de HeLa fue cuantiflcada por tratamiento con MTT, despues de 
25 incubar las cSlulas durante 24h con CF-Tat-NHa y CF-Antp-NH2 en una serie 
de concentraciones de 50 a 1 000 |iM. 

EXPOSICI6N DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION 

30 Sfntesis peptldica 

Los peptides basados en (Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) se sintetizaron para ser 
comparados con los peptides basados en (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro). Se 
reallz6 la sfntesis de (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)n y (Val-Hls-Leu-Pro-Pro-Pro)n, 
35 donde n = 1-3, mediante sfntesis peptfdica en fase solida en una resina 
2-clorotritilo. Este soporte evita la reaccion secundaria de formaci6n de 
dicetopiperaclna PP. El compuesto 5(6)-carboxifluorescefna (CF) sq utilizd 
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para la sfntesis de los peptidos marcados fiuorescentemente necesarios en 
estudios de mtemalizaci6n en c^lulas. 




5 5(6)-carboxifiuorescerna (CF) 

Materiales : Los aminoacidos Fmoc-protegidos se adquirieron de Advanced 
Chem Tech- La reslna 2-clorotritilo se compr6 a CBL Patras. Reactlvos de 
acoplamiento: el hexafluorofosfato de 

1 0 7-a2abenzotriazol-1 -iloxitris(pirro I ldino)fosfonlo (PyAOP) se obtuvo de Applied 
Biosystems, la resina rink amide MBHA y el hexafluorofosfato de 
ben20triazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonlo (PyBOP) se adquirieron de 
Novabiochem, el 1-hidroxi-7-azabenzotrlazol (HOAt) se obtuvo de GL 
Biochem, el tetrafluoroborato de 

15 2-(1H-ben2otria2ol-1-yl)-1.1,3,3-tetrametiluronfo (TBTU) y el 

1-hldroxibenzotriazol (HOBt) se adquirieron de Albatros Chem Inc. 
Disolventes: el Soldo trifluoroac^tico (TFA), la plperidina, la dimetllformamlda 
(DMF), el dlclorometano (DCM) y el acetonitrilo se compraron a SDS. La 
5(6)-carboxifluorescefna (CF) se adquiri6.de Acros. La diisopropllcarbodlmlda 

20 (DIG) y la N,N-diisoproplletllamina (DIEA) se adquirieron de Merck. El 
triisopropllsllano (TIS) se adquiri6 de Fluka. 

Los peptidos fueron sintetizados siguiendo protocolos estSndares de sfntesis 
peptidica en fase sdlida uttlizando la estrategia 
25 9-fluorenilmetoxlcarbonll/tert-butil (Fmoc/tBu). Se utilizaron la reslna 2- 
clorotritilo, los amInoScldos Na-Fmoc-protegidos (2 eq)/TBTU (2 eq) o el 
PyBOP (2 eq) y la DIEA (6 eq). Las sfntesis de 
(Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg)-NH2 (Tat) y 
(Arg-<3ln-lle-Lys-lle-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys)-NH2 
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(Antp) se realizaron automaticamente en un sintetizador peptfdico Applied 
Blosystems 433A. Se utilizaron ia reslna rink amide MBHA (0.1 mmol, 128 mg. 
funcionalizacion inidal de la resina - 0.78 mmol/g), los aminoacidos 
Na-Fmoc-protegidos (10 eq), TBTU/HOBt 0.45 M y la DIEA 2 M en NMP en 
5 las reacciones de condensacion. Como gmpos protectores para las cadenas 
laterales de Arg e His, se eligieron el 

2,2,4,6,7-pentametlldihldrobenzofuran-5'Sulfonil (Pbf) y el tert-butlloxicarbonil 
(Boc). La escisl6n del gaipo protector Fmoc se ilevd a cabo por tratamiento 
con una solucion de 20% de piperidina en DMF (2x10 min). 

10 

Se disolvieron en DMF/DCM 9/1 , la 5(6)-cart)oxyfluorescefna (CF) (5 eq), el 
PyAOP (6 eq), el HOAt (5 eq) y la DIEA (10 eq) en DMF, preactivados durante 
10 min y despu6s anadidos a la peptido-reslna y agltados durante 1h 30 min. 
Los peptides marcados fueron escindidos de la resina con un tratamiento con 

15 un 1 % de TFA en DCM durante 5 min y los p6ptidos (Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro)n 
o CF-(Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro)n (X es Arg o His) fueron obtenidos despu^s de 
tratar la peptido-reslna con un 95% de TFA, un 2.5% de TIS y un 2.5% de 
agua durante 1 h o 2h dependiendo del grupo protector utilizado para las 
cadenas laterales. Se sigulo un protocolo similar para obtener CF-Tat-NHa o 

20 CF-Antp-NH2. 

Caracterizaci6n de los pfeptidos : Los p6ptldos marcados fueron identlficados a 
una X = 443 nm en un RP-HPLC analftico [aparato detector fotodiode Waters 
996 equipado con un m6dulo de separacidn Waters 2695, una columna 

25 Symmetry® (CI 8, 5 jim, 4.6. x 150 mm) y el programa de cromatografia 
Millenium manager; flujo = 1 ml/min; gradiente = 5-100% B en 15 min (B = 
0.036% TFA en acetonltrllo)]. Los p^ptidos carboxifluoresceinados fueron 
purificados en un RP-HPLC semfpreparativo [detector de absorbanda dual X 
Waters 2487 equipado con un Waters 2700, un controlador Waters 600, un 

30 colector de fracciones Waters, una columna Symmetry^ (CI 8, 5 ^m, 30 x 100 
mm) y el programa de cromatografia IVIillenlum manager; flujo = 10 ml/min; 
gradiente = 5-20% D en 5 min; 20-70% D en 30 min; 70-100% D en 5 min (D 
= 0.1% TFA en acetonitrilo)]. Los productos finales fueron caracterizados por 
espectrometria de masas MALDI-TOF (Vogayer-DE RP MALDI-TOF, PE 

35 Biosystems con un l^ser de N2 de 337 nm). La combinacion de los valores 
experimentales de absorcion de los diferentes peptides 
carboxifluoresceinados obtenidos por U V a 490 y 443 nm y el andlisis de los 
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aminodcidos peimitio obtener la concentracion exacta para cada muestra (cf. 
TABLE 1). 

Cultivo de celulas v tratamientos peptldicos 

5 

Se estudiarxDn las propiedades comparativas de los peptides marcados para 
atravesar la membrana celular con ia linea celular humana HeLa. En primer 
lugar, se cuantific6 el grade de intemalizacion de los mon6meros, dimeros y 
trimeros a una concentracion de 50 fxM en celulas HeLa utilizando un 
10 experimento con un lector de fluorescencia para microplacas. DespuSs se 

4 

realizo un andlisis dosis-respuesta, incubando celulas HeLa con los p^ptldos 
a diferentes concentraciones. La internalizaci6n celular de los nuevos 
p^ptidos fue tambien estudiada por microscopfa de barrido laser confocal 
("confocal laser scanning microscopy", CLSM). 

15 

Las celulas HeLa se adquirieron de ATCC. Se conservaron en medio de 
cultivo DMEM (1000 mg/ml glucosa) (Biological industries) con un 10% de 
suero fetal de temero ("Fetal Calf Serum", FCS), 2 mM de glutamlna, 50 u/ml 
de penicilina y 0.05 g/ml de estreptomicina. Para los experimentos de 

20 microscopla confocal, se despegaron celulas HeLa exponenclalmente 

crecientes de las botellas de cultivo utilizando una solucidn de tripsina*0.25% 
EDTA y la suspensi6n de celulas fue sembrada en una concentracidn de 21 .4 
x 10^ c^lulas/cm^ sobre cubres de vidrio, o en portas de vidrio dMdidos en 8- 
pozos Lab-Teck^ o en places de 96-pocillos (Nalge Nunc International). Los 

25 experimentos fueron realizados 24h despu^s, cuando la confluencia era de 
aproximadamente 60-70%. Se disolvieron los compuestos 
carboxifluoresceinados en PBS y esterilizados con filtros de 0.22 ^m 
(Millex-GV, PVDF, Durapore, Milllpore). La d isoluciones inidales de peptides y 
de 5(6)-carboxifluorescefna se diluyeron en medio de cultivo. Las celulas no 

30 adheridas fueron elimlnadas en los lavadosy las cSlulas adheridas fueron 
incubadas a 37 en una atm6sfera de CO2 en medio DMEM con una 
concentraci6n conocida de peptide durante 3h. 

Microscopla confocal de bam'do l^ser confocal ^CLSM) 

35 

Despu^s de 3h de Incubaci6n a 37 de las celulas HeLa con 
5(6)-carboxifIuorescefna (como control negative) o con los peptides 
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carboxifluoresceinados a una concentracion de 50 jiM, las celulas fueron 
lavadas tres veces con PBS y fijadas en una soIucWn de 3% p-formaldehfdo 
durante 15 min. Las celulas se lavaron con PBS duiBnte 5 min y montadas 
con medio de montaje Mowiol. La CLSM se realizd con un microscopio 
5 confocal Lejca SP2. Las imagenes se tomaron utilizando un objetivo de 
inmersl6n de aceite 63X71 .3 NA. Como control de fijacion, se realizaron 
experimentos similares con celulas sembradas en cdmaras con el fondo de 
vidrio Lab-Tek^^ para observaciones de celulas vivas. Despues de una 
incubacidn de 3h, se lavaron las c6lulas tres veces con PBS con 1.1 mM de 

10 CaCl2 y 1 .3 mM de MgCb y se tomaron las imdgenes utilizando un objetivo 
60X/1 .4 NA en una microscopio confocal Olympus Fluoview durante los 
sigulentes 30 min. En ambos microscopies confocales, la fluorescencia de la 
carboxifluorescefna fue excitada con la h'nea a 488-nm de un Idser de argon y 
su emision fue detectada en un range de 515-530 nm. Los pardmetros del 

15 microscopio se mantuvieron id^nticos para cada peptide y dosis. 

Las Imagenes de microscopfa confocal (imageries no mostradas en esta 
descripci6n por ia ausencla de color), revelaron una distribuci6n vesicular 
Intracelular de los peptides fluorescentes. Los peptides 

20 carboxifluoresceinados fueron localizados dentro de las celulas y no estaban 
adheridos a la membrana celular. Se examino la influencia de la etapa de 
fijacion con una solucl6n de 3% de p-formaldehfdo, pues la etapa de fijaclon 
previa a la observacidn en un microscopic podrfa llevar a la presencia de 
artefactos en ia entrada o podrfa camblar la locallzacldn de la molScula 

25 portadora. Se obsen^6 In vivo y en celulas fijadas. una distribucidn punteada 
citoplasmica fuera del nOcleo. La fijacl6n con p-formaldehfdo no influencl6 en 
la entrada en celulas HeLa y no modified la localizaddn de los peptides 
portadores. 

30 Experimento con un lector de fluorescencia de microolacas 

Para cada experimento, se sembraron y cultivaron 21.4 x 10^ c6lulas/cm^ 
durante 24h. Despu6s de una completa adhesion a la placa, se cambio el 
medio de cultivo. Las c6lulas fueron Incubadas durante 1 h o 3h a 37 en 
35 atmosfera de CO2 con medio fresco con peptides marcados con 

carboxifluorescefna o con carboxifluorescefna. Se lavaron las celulas con 
PBS. Las c6lulas se trataron con un tamp6n d© lisis (0.1% de Triton X-100 en 
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50 mM Tris, pH 8.5) durante 30 min. Las medidas de fluorescencia emitida se 
realizaron despu^s de 30 min de incubaci6n con el tamp6n de lisis en un 
lector de fluorescencia con microplacas FL600 (Bio-Tek). La fluorescencia se 
midio a una Xexdtaddn = 485/20 nm y una Xemis[6n = 530/25 nm. Se realizd un 
5 triplicado de cada concentraci6n de peptide o carboxifluorescefna y se resto la 
fluorescencia emitida por los blancos (celuias con medio de cultivo y sin 
p6ptidos). El experimento se reproducio tres veces. 

Como muestra la FIG. 2A, las c^lulas incubadas con 
10 CF-(Vai-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 presentaron un mayor intensldad de 

fluorescencia. La naturaieza de los residues hidrof ilicos y especificamente la 
longitud del peptide mostraron tener un pronunciado efecto en la 
tntemalizaclon (FIG. 2B). 

15 Ensavo de toxicidad peptfdica fensavo MTT) 

La viabiiidad y proiiferaci6n de las HeLa en presencla de los pSptidos se 
estudiaron utllizando una prueba con bromuro de 

3-(4,5-dlmetiitla2ol-2-ii)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (cfr. "MTT-cell proliferation 
20 assay" Ceil Biology: A Laboratory Handbook, Academic Press, 1998, Second 
Ed- vol. 1 ; Y. Liu et al., "Mechanism of cellular 

3-(4,5-dimethyltliIa2ol-2-yi)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction", 
J. Neurochem. 1997 vol. 69 pp. 581-93). 

m 

2 5 Para cada experimento se sembraron 7x10^ c^lulas/cm^ en una placa de 

96-podllos (Nange Nunc) (100 [il/pocillo) e incubadas durante 24h. Para evitar 
saturaci6n con el credmiento celutar, despu6s de 24h de la incubacidn con el 
peptide, se utilizaron 7x10^ c6lulas/cm^ en el experimento de proliferacidn 
(en vez de 21.4 x 10^ c6lulas/cm^ sembradas en los experimentos 

30 previamente descritos). DespuSs de una cpmpleta adhesidn de las c^Iulas a 
la placa, se aspir6 el medio de cultivo. Los peptides fueron afiadidos en 
concentradones crecientes de 50, 100, 500, y 1000 fxM. Las cSlulas se 
Incubaron durante 3h o 24h a 37 °C en atm6sfera del 5% de CO2- El MTT fue 
afiadido 2h antes del tiempo de incubaci6n final, es decir, despues de 1 h para 

35 las 3h de Incubacidn y despu6s de 22h para el tiempo de incubacion de 24h 
en una concentracidn final por pocillo de 0.5 mg/ml. Las c^lulas con pSptidos 
y el MTT se incubaron durante 2h m^s y entonces se elimin6 el medio 
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aspirando. Se anadi6 isopropanol para disolver el formazan, unos cristales 
azul oscuro observados en los pociilos. La absorbancia fue medida a una X = 
570 nm, 30 min despues de la adicidn de Isopropanol. La viabilidad celular se 
expresd como porcentaje de la fracdon de cSlulas tratadas con p^ptido 
5 respecto a las no tratadas utillzadas como control. 

El peptide CF-<Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 no fae citot6xico despu6s de una 
Incubacton de 24h con las cSlulas HeLa a concentraciones de hasta 1000 
\xM, lo cual destaca su potendal como portador (FIG. 3A). Se realizaron 

10 estudlos de citotoxicidad comparativos con otros p6ptidos penetrantes de 
celulas ya oonocidos. CF-Tat-NH2 y CF-Antp-NH2 fueron citotdxicos a 
concentraciones relativamente bajas. A la concentracidn utillzada en los 
estudios de intemalizacion, es decir a 50 fiM, CF-Tat-NHa reducid la viabilidad 
celular hasta un 64% y CF-Antp hasta un 75% (FIG. SB). La viabilidad de las 

15 c6iulas HeLa se redujo dram^ticamente en presencia de CF-Tat-NH2 o 
CF-Antp-NH2 a concentradones mayores (p.ej. a 40% y 1 1% 
respectivamente a 500 \iM). En comparacl6n con CF-Tat-NH2 o CF-Antp-NH2, 
el grade de intemalizadon de CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 fue 
respectivamente 1 5 o 20 voces menor, sin embargo este ultimo presentd 

20 ausencia de citotoxicidad. 
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TABLA 1. Caracterfsticas de los p6Dt(dos sintetizados. Todos los p6ptidos 
tienen amino^cidos con cx)nftquracl6n L. 



secuendas de los peptides 


referenda 


M 

(calculada) 


M 

(encontrada) 


RT (min) 
Grad: 5-100% B 


Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro 

« 


RN 121322-14-3 
SEQ ID NO: 1 


659 


660 [M+H*]. 
682 [M+Na*l 


4.82 

• 


CF-Val-Hls-Leu-Pro-Pro-Pro 




1018 


1018fM+H*L 
1040 [M+Na*] 


7.46 


(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 9 


RN 1 32609-32-6 
SEQ ID NO: 2 


1297 


1298 fM+H*l 
1321 
[M+Na*], 
1337 [M+K*] 


5 53 

- 


CF-(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 2 




1657 


1658 [M+H*] 


7.10 


(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 


RN 129460-93-1 
SEQ ID NO: 3 


1358 


1359 IM+H*] 


5.84 


CF-<Val-His-Leu-Pro^ro-Pro) 3 




1716 


2299 [M+H*] 


6.9 


Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro 


SEQ ID NO: 4 


678 


679 [M+H^ 


4.8 


CF-Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro 




1019 


1037 [M+H*] 


7.57 


( Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) ^ 


SEQ ID NO: 5 


1337 


1338 IM+H*] 


5.55 


CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 2 




1695 


1696 rM+H*l. 
1718 [M+Na*] 


7.24 


(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 


SEQ ID NO: 6 


1997 


1998 [M-i-H'^ 


5.6 


CF-{Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 




2356 


2356 [M] 


7.02 


(Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg- 

Arg-Arg)-NH2 

(Tat-NHa) 


RN 130244-86-1 
SEQ ID NO: 7 


1337 


1338 IM+H*] 


2.32 


CF-Tat-NHa 




1697 


1698 [M+H^, 
1720 [M+Na*] 


4.49 


(Arg-Gln-lle-Lys-IIe-Trp-Phe- 

Gln*Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp- 

Lys-Lys)-NH2 

(Antp-NHa) 


RN 214556-79-3 
SEQ ID NO: 8 


'2244 

• 

* 


2245 [M+H*], 
2267 IM+Na*] 


6.12 


CF-Antp-NH2 




2604 


2605 [M+H*]. 
2626 [M+Na*] 


6.12 



14 

REiVINDICACIONES 

1 . Compuesto de f6mrtula (i) 

5 Mi-Li-(VaI-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x-L2-M2 

(I) 

o su sal farmaceutica o bioldgicamente aceptable, donde 
Val es L-Val o D-Val; 
10 Arg es L-Arg, D-Arg o L-(N-metil)Arg; 
Pro es L-Pro o D-Pro; 
Leu es L-Leu o D-Leu; 
X es un entero del 1 al 20; 

Li y L2 son conectores qufmicos, que son IdSnticos o diferentes, presentes o 
15 ausentes; 

Ml y M2 son gaipos famnac^utica y/o bioldgicamente activos, que son 
identicos o diferentes, presentes o ausentes; y 

ei enlace entre Li y Mi y el enlace entre L2 y M2 son de cualquiera de las 
naturalezas qufmicas conocidas, incluyendo covalente e i6nica. 

20 

2. Compuesto segOn la reivindicaci6n 1, donde los conectores qufmicos se 
seleccionan independlentemente de secuencias de peptidos de hasta 1 0 
reslduos de amlno^cidos. 

25 3. Compuesto segOn la reivindlcacidn 1, donde los grupos farmaceutica y/o 
bioldgicamente activos son principios actives farmacduticos. ^cidos nucleicos, 
acldos nucleicos peptidlcos, peptides, protefnas, carbohidratos. Ifpidos, 
esteroles, nanopartfculas, anticuerpos, marcadores o sondes. 

* 

30 4. Compuesto segCin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde x es del 1 
alio. 

5. Compuesto segun la reivindlcacidn 4, donde x es del 1 al 3. 
35 6. Compuesto segun la reivindicacion 5, donde x es 3. 

7. Compuesto segun ia reivindicacidn 1, donde Li, L2, Mi / M2 est^n todos 
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ausentes y, consecuentemente, el compuesto de formula (I) es 
(Val-Arg-LeLhPro-Pro-Pro)x . 

8. Compuesto segun la reivindicaci6n 7, donde x es 3. 

5 

9. Compuesto segijn la reMndicacidn 7, que tiene una secuencia 
seleccionada del grupo fomiado por SEQ ID NO: 1-6. 

10. Uso del compuesto definido en cualquiera de la reivlndicaciones 7-9 como 
10 portador penetrante de c6lulas. 

1 1 . Composiclon famiacSutica que comprende una cantidad 
terap^uticamente efectiva del compuesto definido en cualquiera de las 
reivlndicaciones 1-6, junto con cantidades apropiadas de excipientes 

1 5 f armacSuticos. 



12. Composiclon cosm^tica que comprende una cantidad cosmeticamente 
efectiva del compuesto definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 
junto con cantidades apropiadas de excipientes cosm§ticos. 



FIG. 1 
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SEQUENCE LISTING 



<110> Oniversidad de Barcelona 

<120> Peptides como portadores penetrantes de c^lulas 

<130> WO-Giralt-1 

<140> 

<141> 2005-03-07 

• 

<150> ES 200400653 

<151> 2004-03-08 

<160> 8 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 1 

Val His Leu Pro Pro Pro 
1 5 



<210> 2 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 2 

Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro 
15 10 



<210> 3 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 3 

Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Xieu Pro 
1 5 10 ' 15 



Pro Pro 



<210> 4 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 4 



Val Arg Leu Pro Pro Pro 
1 5 



<210> 5 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400>' 5 

Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro Pro Pro 
15 10 



<210> 6 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 6 

Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro 
15 10 15 



Pro Pro 



<210> - 7 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 7 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg 
1 5 



<210> 8 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 8 



Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn IKxg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 
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FERNANDEZ-CARNEADO, J. et al. " Potential peptide carriers: 
amphipathic proline-rich peptides derived from the N-terminal 
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Recuadro n Observadones cuando se estiae que algunos reivindicadones no pueden ser objeto de biksqueda (Confiiiuaddn 
del punto 2 de la prlmera hoja) , 

De Gonfonnidad con d articulo 17(2Xft)» algunas teivindicacioaes no 2ian podido ser objeto de b6squeda por los siguienles motivos: 

I. [H Las leivindicaciones 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta AdministFacidn no estd obligada a prooeder a la bfisqueda, a saber 



2. iEI Lasieivindicacionesn^: 1-7 (parcialmente) 

se refieren a elementos de la solidtud mtemadonal que no cumplen con los xequisitos establecidos, de tal modo que no pueda 

efeduaise una bt^queda provediosa. concietamente: 
La formula I, cubre tantos compuestos posibles, que una busqueda completa es imposible. La biisqueda se ha 
limitado a los compuestos realmente obtenidos (SEQ ID n° 1-6) y que se presentan en los ejemplos. 



3. □ Las reivindicacioues n*^: 

son idvindicadones dependientes y no est^ ledactadas de confonnidad con los ptoafos segundo y tercero de la regla 6.4(a). 



Recuadro HI Observadones cuando fatta unidad de invenddn (Cantinuad6n del punto 3 de la primera hoja) 



La Administnici6n encaigada de la Bvisqueda Ihteinadonal ha detectado vaxias snvenciones en la pxesente sotidtud mtemadoDa], a saber 
Invencidn 1: Reiv. 1-12 (parcialmente): peptides de SEQ ID n**s 4-6, su uso como portadores penetrantes de 
c^luias, composici6n farmacdutica, composicion cosm6tica. lavencion 2: Reiv. 10 parcialmente): uso de los 
p^ptidos de SEQ ID n°s 1-3, en la preparacion de medicamentos/cosm^cos y que actuan como portadores 
penetrantes de c61ulas. 



1. Q Dado que todas las tasas adicionales han sido satisfedias por d solidtante dentro del plazo, d presente infonne de bfequeda 

mtemadonal conqirende todas las rdvindicaciones que pueden ser objeto de b6squeda. 

2. ^ Dado que todas las idvindicadones que pueden ser objeto de busqueda pueden sedo sin un esfueizo paxticular que justiiique una 

tasa adicional, esta Administracidn no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta naturaleza 

3. □ Dado que tan s61o una parte de las tasas adidondes soUcitadas ha sido satisfecha deotro dd plazo por d solidtante. d pxesente 

infonne de busqueda intemadond conynende solamente aqudlas idvindicadones respecto de las cuales han sido satisfiedias las 
tasas, concretamente las idvindicadones n°^ 

4. □ Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuenda, el piesente 

infomie de btisqueda intemadond se limita a la invead6n mendonada en pximer tdnnino en las idvindicadones, cubierta por 
las reivindicadones n": 



Indicaddn en cuanto a la protesta Q Se acompafid a las tasas adicionales una protesta por parte dd solicitante y, en sa caso, 

d pago de una tasa de protesta. 

Seaoompafidalastasas adidonales la protesta ddsolidteai£e»pero la tasa de protesta 
aplicable no se pag6 en ^ plazo establecido. 

El pago de las tasas adiciondes no ha sido acomiwfiado de ninguna protesta. 
Foimulario PCT/ISA/210 (continuaci6n de la primera hoja (2)) (Abril 2005) 
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